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RESUME 

L'expression de certaines molecules d'adhesion de la superfamille des immunoglobulines : N.CAM (Neural Cell Adhesion Molecule). 
LI et 1'epitope HNK1 a etc recherchee dans 12 cas de medulloblastome de 1'enfant par des techniques biochimiques et immunocytochimi- 
ques. Un anticorps monoclonal a permis d'etablir une distinction entre les formes polysialysees (PSA) de N.CAM et leur isoformes adultes. 

Toutes les cellules tumorales exprimaient Pepitope HNK1, N.CAM et sa forme polysialysee dans les 12 medulloblastomes. L'immuno- 
marquage etait membranaire. L 1 n*a jamais etc trouve, sauf dans un cas, ou rimmunomarquage etait faible et non continue par Western blot. 

Le profil d'expression de ces molecules d'adhesion est caracteristique des medulloblastomes et distingue ces tumeurs des autres tumeurs 
neuroectodermiques primitives; il peut etre compare a celui des cellules de la couche granulaire externe du cervelet a la phase 
post-mitotique. 

Enfin PSA-N.CAM a pu etre mise en evidence par Western blot dans le liquide cephalo-rachidien de patients presentant une 
dissemination metastatique de leur tumeur. Ceci pourrait slaverer particulierement interessant pour le suivi therapcutique des patients. 

Expression of adhesion molecules N.CAM, LI and of the HNK1 epitope by meduiloblastomas. 

D. Rgarella-Branger, P. Durbec. N. Bianco, D. Gambarelu, J.F. Pellissier, G. Rougon. Rev. Neurol. (Paris), 1992, 148: 6-7, 

417-422. 

Summary 

Twelve meduiloblastomas were screened for their expression of adhesion molecules LI, N.CAM isoforms and HNK1 epitope by Western 
blotting and immunohistochemistry. Highly sialylated N. CAM isoforms were distinguished from total N. CAMs by using a monoclonal antibody 
(anti-MenB) specifically recognizing high polymers of 2-8 linked neuraminic acid All tumors expressed HNK1 epitope, N.CAM and its highly 
sialylated isoforms on their surface membrane. LI adhesion molecule was detected by immunohistochemistry in only one medul/oblastoma. 
This spectrum of expression of cell surface adhesion molecules distinguishes meduiloblastomas from other primitive neuroectodermal tumors. 
Meduiloblastomas share some immunological features with post-mitotic cells forming the external granular layer of the cerebellum. Western 
blotting analysis of cerebrospinal fluid ( CSF) samples with anti-MenB antibody enabled us to detect highly sialylated N. CAM in some samples. 
The presence of this antigen in CSF appears to correlate with meningeal spreading of meduiloblastomas and could help monitoring 
chemotherapeutic treatment. 



Les phenomenes d'adhesion cellulaire jouent un role 
important dans le comportement biologique des tumeurs et 
leur potentiel metastatique. Les molecules de la superfa- 
mille des immunoglobulines interviennent dans les pheno- 
menes de reconnaissance cellulaire independants du cal- 
cium (Williams et Barclay, 1988). Parmi ces molecules, 
N.CAM (neural cell adhesion molecule) a sans doute ete 
la plus etudiee. N.CAM existe sous plusieurs isoformes 
generees par la combinaison de mecanismes d'epissage 



alternatif d'un meme gene et de diverses modifications 
post-traductionnelles comme la glypiation (He et aL 
1986). la phosphorylation (Gennarini et aL 1984) et la 
glycosylation (Rougon et aL 1982 ; Finne et aL 1983). 

Dans le cerveau embryonnaire, les isoformes de N.CAM 
sont hautement sialylees et les acides sialiques represented 
plus de 30 p. 100 du poids de la molecule (Rougon et aL 
1982). De plus, ces acides sialiques se presentent sous la 
forme (inhabituelle chez les mammiferes) de polymeres ou 
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lcs residus sont enchaines en alpha 2,8 (Finne et al. t 1983). 
L'encombrement sterique et la charge electronegative en- 
gendres par ces formes polysialysees de N.CAM 
(PSAN.CAM) sont responsables d'une diminution des 
phenomenes d'adhesion cellulaire. 

Lors de la maturation du systeme nerveux central (SNC) 
N.CAM perd ses acides sialiques qui representent, a terme, 
moins de 10 p. 100 du poids de la molecule. Un anticorps 
monoclonal dirige contre la capsule du meningocoque B 
permet de distinguer specifiquement PSA-N.CAM de 
N.CAM adulte (Rougon et aL, 1986). La molecule LI 
(Rathjen et aL, 1984) fait partie d'un sous-groupe de 
molecules de la superfamille des immunoglobulines ou Ton 
trouve egalement TAG (Yamamoto et aL, 1986), F3 
(Gennarini et aL, 1989) et Fl 1 (Chang et aL, 1987). Ces 
molecules presentent d'importantes homologies de structu- 
res et des domaines « fibronectine-like », 

Enfin, Tepitope HNK1 est un carbohydrate comprenant 
un sulfatide glycurone, qui peut etre present sur toutes les 
molecules decrites ci-dessus (Kruse et ai. t 1984). La regu- 
lation de l'expression de HNK1 sur la molecule N.CAM se 
fait independamment de celle du squelette proteique, ce qui 
contribue a augmenter la diversite moleculaire. Dans le 
SNC, la repartition de ces molecules, surtout etudiee chez 
l'animal, est la suivante : LI est presente sur les membranes 
des neurones (Rathjen et aL, 1984, Wolff et aL, 1988), et 
N.CAM sur toutes les cellules d*origine neuroectodermique 
mais avec une grande variete concernant le.taux ou la 
nature des isoformes exprimees (Edelman, 1986b). L'ex- 
pression de ces molecules est regulee au cours du develop- 
pement et leur role a ete demontre dans de nombreux 
evenements deveioppementaux (Edelman, 1986a, Edel- 
man, 1986b, Walsh 1988). Enfin, N.CAM, par la variete 
des isoformes exprimees, pourrait jouer un role de modula- 
teur des interactions celiulaires (Rutishauser et aL, 1989). 

Les medulloblastomes representent 12 a 25 p. 100 des 
tumeurs de Tenfant (Dehner, 1987). II s'agit de tumeurs 
malignes et une de leurs caracteristiques est d'essaimer dans 
le liquide cephalo-rachidien (Farwell et aL, 1984). La 
recherche d'elements tumoraux dans le LCR est impor- 
tante pour le pronostic et le suivi therapeutique des pa- 
tients. Les medulloblastomes sont des tumeurs d'origine 
neuroectodermique dont l'histogenese est encore mal 
connue (Rorke. 1983). Certains auteurs les classent dans 
le large sous-groupe des « PNET » (primitive neuroecto- 
dermal tumor) au meme titre que les ependymoblastomes 
et les pineoblastomes (Gould et aL, 1990). 

Nous avons recherche Texpression des molecules LI, 
N.CAM et de Tepitope HNK1 par les medulloblastomes. 
11 est connu que les tumeurs re-expriment souvent des 
molecules transitoirement exprimees au cours du develop- 
pement (Kennedy, 1982). L^pression ou Tabsence de ces 
molecules dans les medulloblastomes pourrait permettre de 
preciser leur histogenese et de definir de nouveaux mar- 
queurs tumoraux, pour Tetude du LCR par exemple. 



MATERIEL ET METHODES 



PRELfiVEMENTS TISSULA1RES 

Douze medulloblastomes ont ete retenus pour cette 
etude. Dans tous les cas, il existait un fragment congele 
dans de Tisopentane refroidi par de Tazote liquide et stocke 
a - 80°C. L'etude histologique conventionnelle et immu- 
nocytochimique sur coupes incluses en paraffine a Taide 
d*anticorps contre differentes proteines du cytosquelette a 
permis de distinguer: un medullomyoblastome (cas 1), 
deux medulloblastomes desmoplastiques (cas 9 et 1 1 ), un 
medultoblastome avec differenciation gliale (cas 7), un 
medulloblastome avec differenciation neuronale (cas 8) et 
sept medulloblastomes peu differencies. De rares cellules 
GFAP positives etaient observees dans les cas 1, 3-6, 9-12. 
Des cellules exprimant la synaptophysine ont ete mises en 
evidence dans les cas 1, 5, 6 et 8. 

D'autres tumeurs neuroectodermiques (gliomes, epen- 
dymoma, neuroblastomes) et des tissus humains normaux 
avaient fait Tobjet d'une publication anterieure (Figarella- 
Branger et aL, 1990) et cette etude n'a pas comporte de 
nouveaux controles. 

L'expression de PSA-N.CAM a egalement ete recher- 
chee dans 10 liquides cephalo-rachidiens : sujets porteurs 
de medulloblastome (7), temoins normaux (2) et inflam- 
matoire (1). 



Anticorps 

Les anticorps suivants ont ete utilises : 

- Anticorps anti-N.CAM polyclonal. Cet anticorps 
reconnait la portion NH2 terminale commune a toutes les 
molecules N.CAM (Rougon et Marshak, 1986b). 

- Anticorps monoclonal dirige contre la capsule du 
meningocoque B. Cet anticorps reconnait une chaine 
d'acides sialiques en alpha 2-8, il permet de distinguer 
specifiquement PSA-N.CAM de N.CAM adulte (Rougon 
etaL, 1986). 

- Anticorps monoclonal anti-HNKl (ATCC : Ameri- 
can Tissue Culture Collection, Rockville). 

- Anticorps polyclonal anti-Ll (genereusement fourni 
par F. Rathjen, Hambourg). 

- Anticorps polyclonal anti-neurone-specifique-enolase 
(NSE), anti-proteine-gliofibriUaire-acide (GFAP) (Ortho- 
diagnostic System, Roissy, France), anticorps monoclonal 
dirige contre les trois classes de neurofilaments (NF) 
(Biosoft), anticorps monoclonal anti-desmine (Immuno- 
tech, Marseille), anticorps monoclonal anti-vimentine et 
antisynaptophysine (Dakopatts, Versailles, France). 

Methodes 

Les modalites d*extractions tissulaires, les techniques de 
Western blot ont ete decrites de fa^on detaillee precedem- 
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Tableau I . - Expression de lenolase specijtque des neurones (NSE) des neurofilaments lotaux, 
de la vimentine. de la desmlne. de la proline gltojlbrillaire acide (GFAP) et de la 
synaptophystne dans 12 cas de midulloblastome (coupes incluses en parafftne). 

Semi quantitative assessment of the immunolabelling by antibodies directed 
against neuron specific enolase, total neurofilaments, vimentin, desmin. GFAP 
and synaptophysin in 12 cases of meduUoblastoma (paraffin embedded sections). 



Mb 


NSE 
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+a 
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+a 
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a ; ires rares cellules positives (< / %). ND : non determine. 



mem (figarella-Branger et aL % 1990). Les techniques im- 
munocytochimiques (coupes a congelation ou coupes in- 
cluses en paraffine) etaient des techniques d'immunope- 
roxydase avec le complexe ABC (Hsu et aL t 1981). 
L*etude irnmunohistochirnique a porte sur toutes les tu- 
meurs, celle en Western blot sur les cas 1-4, 8 et 12. 

Des techniques en Western blot ont etc utilisees pour la 
detection de PSA-N.CAM dans les liquides cephalorachi- 
diens (LCR) de sujets porteurs de medulloblastomes et de 
sujets controles (temoins normaux et inflammatoires). Les 
LCR etaient concentres 2,5 fois puis bouillis pendant trois 
minutes dans du tampon reducteur (v/v). Le meme volume 
de solution finale (soit 10 ul) a ensuite ete resolu en gel de 
polyacrylamide a 7,5 p. 100, la procedure technique a 
ete identique a celle decrite precedemment. 



RESULTATS 



A. Expression de molecules d'adhesion N.CAM, LI et 
DE L'EPITOPE HNK1 dans les medulloblastomes. 

Expression de N.CAM et PSA-N.CAM (Jig. JA et B) 
Toutes les cellules tumorales, dans toutes les tumeurs, 



exprimaient N.CAM. En immunocytochimie, le marquage 
etait membranaire et uniforme k la surface des cellules 
tumorales. En Western blot, une large bande migrant entre 
250 et 140 kD et une bande plus etroite migrant a 140 kD 
etaient visibles dans tous les cas. Une bande migrant a 1 20 
kD etait aussi observee dans les cas 2, 4, 8 et 12. La large 
bande migrant entre 250 et 140 kD habituellement obser- 
vee dans le cerveau embryonnaire (Rougon et aL 1986), 
est caracteristique de PSA-N.CAM. L*existence de 
PSA-N.CAM a pu etre confirmee par des techniques 
immunocytochirniques dans tous les cas, biochimiques 
dans les cas 1-4, 8 et 12. Toutes les cellules tumorales 
etaient fortement immunoreactives avec Tanticorps 
anti-MenB k Texception du cas 11 ou des groupes de 
cellules moins immunoreactives etaient observes. 

Expression de HNK1 (Jig. IQ 

En immunocytochimie toutes les cellules presentaient un 
marquage membranaire avec 1'anticorps monoclonal 
anti-HNKl. L'etude biochimique a montre la presence de 
l'epitope sur un grand nombre de molecules. 

Expression de LI (fig. ID) 

Seules les cellules de la tumeur n° 8 montraient un feible 
marquage membranaire avec Tanticorps anti-Ll polyclonal. 
Cependant, Tetude biochimique n'a pas coniirme Texpres- 
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Fig. I. - Analyse immunocyiochimiquc. 

Tomes les cellules tumorales expriment N.CAM (A), PSA-N.CAM (B) 
ct HNKI (C) sur leur membrane, mais pas LI. 
A : cas n°12 ; B, C. D : cas n°4. 
AetB* 300;CetD* 250. 

All tumor ceils express N.CAM (A). PSA-N.CAM (B) and HNKI (C) on 
tkeir surface membrane, but not LI (D). 
A : case 12 ; B, C, D : case 4. 
AetB* 300;CetD* 250. 



sion de LI dans ce cas. La molecule LI etait done absente 
ou tres faiblement exprimee dans les 12 medulloblastomes 
analyses. 

B. MlSE EN EVIDENCE DE PSA-N.CAM 
DANS LES LCR (ftg. 2) 

PSA-N.CAM avait et6 mise en evidence dans certains 
LCR de sujets presentant un medulloblastome par des 
techniques d'immunodotting (Figarella-Branger et aL t 
1990). Dans la presente etude, 1'existence de la molecule 
a ete confirmee par Western blot Les LCR positifs corres- 
pondaient toujours a des sujets porteurs de medulloblas- 
tome. Dans ces cas Tetude histologique conventionnelle 
avait montre ou non des placards tumoraux. 

PSA-N.CAM n'a pas ete mise en evidence chez les sujets 
centrales (LCR normaux et LCR inflammatoires). 



COMMENTA1RES 



Tous les medulloblastomes analyses presentaient un 
profil antigenique sirnilaire quant a 1'expression des mole- 
cules d'adhesion N.CAM, PSA-N.CAM, LI et de l'epitope 




1 234 5 6789 



FIG. 2. - Mise en evidence de PSA-N.CAM dans les LCR. 

— une large bande migrant entre 250 et 140 kD correspondant a 
PSA-N.CAM est visible dans les Ugnes l, 3-6 et 8. 

— Les bandes a 70 kD sont des chain cs lourdes d'Lmmunoglobulines (Ig) 
de type IgM. 

— Les Ugnes 1 a 5 correspondent a un meme patient porteur d'un 
medulloblastome a des temps difterents de 1'evolution. 

— Les Ugnes 6 et 7 correspondant a un autre patient porteur d'un 
medulloblastome. 

— La ligne 8 a un broyat dc la tumeur ccrcbrale du patient n° 1 2. 

— Enfin la ligne 9 a un LCR inflammatoire de contrdle ou seules les 
chaines lourdes des IgM sont visibles. 

Evidence ofPSA-NCAM tn CSF. 

A broad band, characteristic of PSA-N.CAM is observed on lanes I, 3-6, 8. 
Additional bands (70 kD) corresponding to immunoglobulin are also 
observed tn some cases. 

— Lanes 1 to 5: one patient with medulloblasioma at various stages of the 
disease. 

— Lanes 6, 7: another patient with a medulloblastoma. 

— Lane 8 : tumor 12. 

— Lane 9 inflammatory CSF taken as control. 



HNKI et ceci quel que soit leur type histologique ou leur 
degre apparent de differentiation cytosquelettique. Parmi 
les molecules recherchees, LI et PSA-N.CAM pourraient 
s'averer particulierement utiles pour le diagnostic et Thisto- 
genese de ces tumeurs. L*epitope HNKI , n'est pas specifi- 
que des medulloblastomes : ii a ete mis en evidence dans 
de nombreuses tumeurs neuroectodermiques (Perentes et 
Rubinstein, 1986, Figarella-Branger et aL, 1990). Cepen- 
dant, comme Tavait montre Tanalyse biochimique, le nom- 
bre et la nature des molecules portant l'epitope peuvent 
varier d'une tumeur a Tautre. Ces donnees expliquent 
probablement qu'apres fixation formolee et inclusion en 
paraffine, HNKI ne soit plus detectable dans certaines 
tumeurs comme les ependymomes qui expriment tres fai- 
blement l'epitope (Figarella-Branger et aL, 1991). La 
detection de N.CAM total par des techniques immunocy- 
tochimiques n'est pas non plus un bon marqueur diagnosti- 
que dans la mesure ou de nombreuses tumeurs neuroecto- 
dermiques expriment cette molecule (Figarella-Branger et 
aL. 1990; Mechtersheimer etaL t 1991 ; Jin etal.. 1991). 
En revanche, la mise en evidence de N.CAM par des 
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techniques biochimiques pcrmettant d'identifier les isofor- 
mes semble plus interessante. En effet, l'expression de 
celles-ci varic selon le type de tumeurs neuroectodermiques 
examinees, comme cela a ete montre precedemment (Figa- 
rella-Branger et aL 1990). 

La molecule LI n'a jamais ete mise en evidence dans les 
medulloblastomes par les techniques biochimiques. EUe 
etait aussi absente dans les ependymoma et les gliomes 
alors que les neuroblastomes et les neurocytomes rexpri- 
ment (Figarella-Branger et aL 1990. 1992). Ainsi LI. qui 
dans le SNC est presente uniquement dans les neurones 
(Rathjen et ScHachner 1984. Wolff et aL 1988). est aussi 
exprimee dans les tumeurs neuronales. II est interessant de 
constater que certaines cellules de la tumeur 8 exprimaient 
LI en immunocytochimie. Dans ce cas, un immunomar- 
quage avec les anticorps anti-neurofilaments et antisynap- 
tophysine laissait suspecter une differentiation neuronale. 
Le niveau depression de LI etait cependant faible puisque 
l'etude biochimique ne permettait pas de mettre en evi- 
dence la molecule. 

Enfin. la mise en evidence de PSA-N.CAM a un triple 
interet. Diagnostique tout d'abord : tous les medulloblas- 
tomes exprimaient PSA-N.CAM. Les ependymomes, les 
gliomes n'exprimaient pas la molecule, alors qu'elle est 
observee dans les neuroblastomes peu differencies (Figa- 
rella-Branger etaL 1990). De plus, PSA-N.CAM peut etre 
mise en evidence dans le LCR des patients, de facon 
sensible et specifique par differentes techniques biochimi- 
ques. Cette molecule pourrait constituer un marqueur 
interessant pour le suivi therapeutique des patients. 

L'expression de PSA-N.CAM a aussi un interet histo- 
genetique. En effet, cette molecule, presente au cours 
du developpement, apparait sur des cellules deja engagees 
vers un phenotype de differenciation donne. Elle est ab- 
sente des cellules precurseurs (Rougon et aL 1986 ; 
Boisseau et aL 1991). Dans le cervelet de souris en 
developpement, PSA-N.CAM est absente de la matrice, 
des cellules mitotiques, mais est exprimee transitoirement 
par les cellules de la couche granulaire externe a la phase 
post-mitotique (Hekmat et aL 1990). Les medulloblasto- 
mes pourraient deliver de ces cellules avant qu'elles n*ex- 
priment LI (Persohn et Schachner, 1987). Plusieurs au- 
teurs avaient deja postule que les medulloblastomes pour- 
raient deriver de la couche granulaire externe du cervelet 
(Stevenson et Echlin 1934. Kadin et aL 1970). L'etude 
des molecules d'adhesion permet de donner un support 
moleculaire a ces theories. 

Le troisieme interet de PSA-N.CAM est de constituer un 
marqueur potentiel pour rimagerie ou le ciblage de drogue 
chimiotoxique. En effet, cette molecule exprimee a la 
surface des cellules des medulloblastomes est absente dans 
le SNC mature (a Texception de certaines structures douees 
de plasticite ; Theodosis et aL 1991). L'utilisation de ce 
marqueur imposerait bien evidemment d'autres etudes 
concernant son expression eventuelle dans d'autres circons- 
tances pathologiques comme par exemple les glioses reac- 
tionneDes. 
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